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RESUMEN

La presenta investigacion tuvo como objeto evaluar in vitro el efecto de la inclusion de
saponinasy Yea-sacc, Alltech, en dietas fibrosas sobre la funcién ruminal y mitigacion
de emisiones de GEI, ademaés de produccion de nitrégeno amoniacal; se utilizd 6 toros
con canulas ruminales, alimentados con una dieta base de 50% de pasto maralfalfa
(Pennisetum purpureum) mas 50% de panca de maiz (Zea mays), los tratamientos
fueron: T control solo dieta base, T2 dieta base mas 3% de saponinas, T3 dieta base de
3% Yea-sacc, Alltech, (Saccharomyces cerevisiae) y T4 dieta base mas 3% saponinas
y 3% Yea-sacc, Alltech,, se manejo un disefio completamente al azar de 4 tratamientos
y 6 repeticiones, las variables se analizaron a través de un andlisis de varianza en el
programa PROC GLM del SAS y para la comparacion de medias se realizé la prueba
de Tukey al 5 %, los animales estuvieron estabulados en corrales individuales y agua a
voluntad, con respecto a la variable digestibilidad in vitro de MS no mostro diferencias
entre tratamientos (P=0.7684) mientras que la poblacion de protozoarios en el rumen
evaluada a las diferentes horas de fermentacion, no mostraron diferencias (P>0.05),
excepto los protozoos Entodiniomorfos a la hora 24 (P=0.0001), la disminucién in vitro
de ésta poblacion de protozoarios observado a las 24 horas en el T2, con respecto a la
produccién de gas fueron menor (P=0.0111) en el tratamiento T2 con 37.2 mL de
gas/0.5g MS fermentable, la produccién de metano no mostrd diferencias entre los
tratamientos evaluados (P=0.3592), sin embargo, la produccion de CO2 fue menor
(P=0.0196) en el T2, los &cidos grasos volatiles no se observo diferencias entre los
tratamientos; no obstante, en nitrogeno amoniacal fue mayor (P>0.05) en los
tratamientos T2, T3 y T4, siendo el T2 el de mejor comportamiento en la mitigacion

de GEI y de aprovechamiento de nitrogeno para beneficio productivo del animal.



ABSTRACT

The objective of the present investigation was to evaluate in vitro the effect of the
inclusion of saponins and GISAG in fibrous diets on ruminal function, mitigation of
GHG emissions, as well as ammoniacal nitrogen production; 6 bulls with ruminal
cannulas were used, fed with a base diet of 50% maralfalfa grass (Pennisetum
purpureum) plus 50% corn bale (Zea mays), the treatments were: T control only base
diet, T2 base diet plus 3 % of saponins, T3 base diet of 3% GISAG (Saccharomyces
cerevisiae) and T4 base diet plus 3% saponins and 3% GISAG, a completely
randomized design of 4 treatments and 6 repetitions was handled, the variables were
analyzed through an analysis of variance in the SAS PROC GLM program and for the
comparison of means, the 5% Tukey test was performed, the animals were housed in
individual pens and water at will, with respect to the variable in vitro digestibility of
MS showed no differences between treatments (P = 0.7684) while the population of
protozoa in the rumen evaluated at different hours of fermentation, showed no
differences (P> 0.05), except for Entodiniomorphic protozoa at hour 24 (P = 0.0001),
the decrease in vitro of this population of protozoa observed at 24 hours in T2, with
respect to gas production, was less (P = 0.0111) in the T2 treatment with 37.2 mL of
gas / 0.5g DM fermentable, the methane production did not show differences between
the evaluated treatments (P = 0.3592), however, the CO2 production was lower (P =
0.0196 ) in T2, the volatile fatty acids did not observe differences between the
treatments; however, in ammoniacal nitrogen it was higher (P> 0.05) in treatments T2,
T3 and T4, with T2 being the one with the best behavior in GHG mitigation and

nitrogen utilization for the productive benefit of the animal.



CAPITULO |

1.1.Introduccion

La estadisticas mundiales de la produccion como la industria carnica bovina recalca el
aumento del stock de éstos animales, considerando dentro de este grupo los vacunos y
bufalos, a lo cual en los ultimos 50 afios existié un incremento de manera sostenida el
numero de cabezas, lo cual ascendié en 1961 de mil millones a mil seiscientos millones
en el afio 2011, significando un crecimiento promedio anual de 12 millones (Flores,
2012); el efecto invernadero se debe a la absorcidn de la radiacion solar (IR), gases y
la superficie de la tierra, que permiten que ésta se caliente y luego se vuelva a encender,
y se debe recalcar que los gases de efecto invernadero en nuestra atmdsfera son vitales
para toda existencia en la tierra, porque al faltar éstos, el planeta permaneceria
congelado (Moss, Jouany, y Newbold, 2000); la inestabilidad natural del clima se debe
a varios factores como: modificacion en la radiacion solar, alteraciones orbitales,
erupciones volcanicas, corrientes oceanicas y la composicion atmosférica,
observandose de esta manera el incremento acelerado de la temperatura del planeta
Tierra (Moss et al., 2000); el calentamiento global se da a partir que los rayos solares
gue no pueden reflejarse hacia el espacio exterior ingresan a la atmosfera llegando a la
tierra provocando que la radiacién de onda larga se quede retenida en la misma,
incrementando asi la temperatura (Yolieth, Rojas, Arenas, y Herrera-Franco, 2019); asi
es que el metano es considerado como uno de los gases mas importante, 25 veces mayor
en la capacidad de generar calentamiento global que el CO2, de lo cual del 30% al 32%
proviene de la fermentacion entérica de los rumiantes (Shibata y Terada, 2010), siendo
una de las actividades de produccion méas importante en el mundo (Demeyer y Fievez,
2000),(Carmona, Bolivar, y Giraldo, 2005); (Yolieth, Rojas, Arenas, y Herrera-Franco,
2019); el metano contribuye de manera directa a los cambios climaticos, debido a su
interaccionar con la energia infrarroja, y la produccion de CO; por las diferentes

reacciones con la atmosfera (Johnson y Johnson, 1995).



El proceso de fermentacion de los carbohidratos por parte de los rumiantes, es un
mecanismo fisiolégico que da por resultado &cidos grasos de cadena corta como:
butirico, acético y propionico, ademas se libera calor, metano y dioxido de carbono,
considerados éstos productos como pérdida de emergia por parte del bovino, la misma
que simboliza un porcentaje desde el 2 al 12% de la energia bruta del alimento
consumido del animal (Johnson y Johnson, 1995), un bovino adulto puede producir
hasta 17 litros de metano por hora y de 150 a 240 L por dia (Machado et al., 2011), y
al ser un gas que no puede ser metabolizado por el animal, ni tampoco por los
microorganismos del rumen, son liberados hacia el medio ambiente en forma de eructo
y el proceso complejo de fermentacion ruminal sucede debido a la gran variedad de
microorganismos existentes, los cuales son esenciales en el rumen en un ambiente
anaerobio (Relling y Mattioli, 2002); los agentes responsables del proceso de
fermentacion son los organismos unicelulares asi: bacterias, protozoos y hongos, de los
cuales el 60 al 90% lo representa las bacterias, del 10 al 40% los protozoos de tipo
ciliado y finalmente del 5 al 10% encontramos a los hongos (Hobson y Wallace, 1982);
El ambiente del rumen es de tipo anaerobico y al existir un paso de alimentos de manera
rapida, a lo cual se adiciona los recursos de CO2 e Hidrdgeno proveniente de los
forrajes, permitiendo la implantacion de una comunidad microbiana de las arqueas, las
cuales son la mayoria metanogénicas, las cuales utilizan las moléculas de H. y CO> que
producen otros grupos de microorganismos produciendo como subproducto el metano
(CHa) (Hegarty, 1990); (Morgavi, Forano, Martin, y Newbold, 2010); al incrementar
la poblacién de protozoos y la produccién de acido butirico y al existir simbiosis con
ciertos grupos de arqueas metanogénicas, colaboran a aumentos en la liberacion de

metano (Carro, Evan, y Gonzélez, 2018).

La alimentacion de bovinos en sistemas pastoriles a base de proporciones
mayoritariamente de gramineas sobre leguminosas produce el aumento de produccion
de metano en estudios in vitro (Hess, Tiemann, Noto, Carulla, y Kreuzer, 2006); (Hess
et al., 2006) como in vivo (Woodward, Waghorn, Ulyatt, & Lassey, 2001), la adicion

en la alimentacion de leguminosas con taninos condensados son los responsables del



efecto tanto bactericida como bacteriostatica en ciertas poblaciones ruminales (Vargas,
Pabdn, & Carulla, 2014), principalmente microorganismos de tipo metanogénico
(Tavendale et al., 2005); los cuales pueden variar por la dieta y caracteristicas del
hospedero (Espinoza-Velasco, Ramirez-Mella, y Sanchez-Villareal, 2018); por lo tanto
la constitucion de cada una de las dietas en los animales rumiantes tendran una relacion
directa en la produccién de gases y acciones sobre las bacterias productoras, lo cual las
alternativas nutricionales colaboran en dos frentes importantes: mermar la emision de
metano como el de evitar pérdida de energia en el animal (Ramirez-Flores & Meza-
Herrera, 2015)

Investigaciones han determinado que ciertos compuestos secundarios de tipo vegetal
como: aceites esenciales, polifenoles y saponinas, levaduras se comportan como
sustancias y probidticos importantes a futuro, en la disminucién de las emisiones de
metano (CH4) (Patra y Saxena, 2009); (Wina, Muetzel, y Becker, 2005); (Jiang et al.,
2017).

1.2. Justificacion

La datos mundiales determinan que la ganaderia representa aproximadamente el 18%
de emision de GEI y la deforestacion tropical aporta con el 20 al 25% de emisiones
también de estos gases (van der Werf et al., 2009); la produccién de carne asi como de
leche y doble proposito son las actividades de mayor impacto ambiental (R. Gonzélez
et al., 2015); los estudios determinan que América Latina y el Caribe (ALC) colaboran
al menos con el 9.1% de las emisiones totales de GEI de tipo antropogénica, ocupando
por lo tanto el cuarto lugar detrds de Europa, Asia y Norteamérica (Benaouda,
Gonzélez, Molina, y Castelan, 2017), los GEI siendo uno de ellos el metano CHa,
proveniente de la degradacion de la materia organica en el rumen, en un medio
anaerdbico, por la ayuda de microorganismos como bacterias, protozoos y hongos,
denominandolos al conjunto de estos procesos fisiologicos fermentacion entérica, el

cual libera varios gases, la cantidad dependera del tipo y calidad alimentaria que los



animales ingieran, los rumiantes que emiten la mayor cantidad de gas metano son el
ganado vacuno y ovino, el mismo que es eliminado hacia el medio ambiente
mayormente en el eructo y también en las heces (A. Gonzélez y Carlsson-Kanyama,
2007); contribuyendo al calentamiento global, observandose sus efectos en los
glaciares que se derriten, y el riesgo latente de las regiones costeras a las inundaciones,
ademaés de afectaciones en los patrones del clima, lo cual se ve afectado la agricultura
y modificaciones en la distribucién de diferentes enfermedades (Caballero, Lozano, y
Ortega, 2007). El consumo por persona de carne bovina como otros productos de origen
animal, se ha incrementado de manera significativa alrededor del mundo, complicando
la emision de metano como de los recursos disponibles como aguayy tierra (De la Torre,
2015), existe gran variedad de factores en la produccién de metano en los animales
rumiantes, y asi mismo las habilidades deben mostrarse de manera adecuada y
minuciosamente elaboradas en la produccion animal (Bonilla y Lemus, 2012); por tal
razon es imperioso promover nuevas tacticas nutricionales que mermen las emisiones
de gases de efecto invernadero, como producto de procesos metabdlicos de los
rumiantes, ademas incrementar la eficacia productiva como disminuir las pérdidas
energéticas del ganado vacuno (Yolieth et al., 2019); los forrajes mejorados
genéticamente pueden ser alternativas viables ya que al contener metabolitos
secundarios ampliamente conocidos como taninos y saponinas reducen el componente
microbiano metanogénico (Abberton, Macduff, Marshall, y Humphreys, 2008); el uso
de levaduras y otros probidticos han demostrado que mejoran la fermentacion y cinética
ruminal, disminuyendo principalmente la emisién de gases como el metano (Zhu et al.,
2017); claramente varios estudios verifican disminuciones de emision de gases de
efecto invernadero como el CHas con el uso de aceites esenciales como orégano en
vaquillas Holstein (T. Rodriguez, 2014); en la actualidad los esfuerzos tomados por
América Latina y el Caribe en la reduccion de metano lo han enfocado hacia la
cuantificacion y factores de emision, pero pocas investigaciones se dirigen de manera
directa y expansiva hacia las estrategias de mitigacion (Benaouda et al., 2017); la
comunidad como cada individuo se convierten en responsables y al mismo tiempo en

beneficiarios de la mitigacion, mediante la adopcion de préacticas eficaces de los



recursos naturales, manejo controlado de cultivos y de produccion ganadera (Nyong,
Adesina, y Osman Elasha, 2007); la presente investigacion es relevante en el ambito
local y mundial con aportes consistentes y replicativos hacia la conservacion de la
atmosfera, pertinente a la maestria en Agronomia mencion cambio climatico, los
resultados obtenidos serdn difundidos mediante la publicacion en una revista de
impacto.

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la inclusién de saponinas y Saccharomyces cerevisiae en dietas
fibrosas sobre la funcion ruminal, mitigacion de emisiones de didxido de carbono y

metano entérico en bovinos.

.3.2. Objetivos especificos

Determinar el efecto de la inclusién de saponinas y Saccharomyces cerevisiae en dietas

fibrosas sobre la digestibilidad, nitr6geno amoniacal, acidos grasos volatiles

Evaluar el efecto de la inclusién de saponinas y Saccharomyces cerevisiae en dietas

fibrosas sobre mitigacion de emisiones de didéxido de carbono y metano entérico

Determinar el efecto de la inclusion de saponinas y Saccharomyces cerevisiae en dietas

fibrosas sobre la poblacién de protozoarios del rumen



CAPITULO 1
2.1. Estado del arte

2.1.1 Calentamiento global, gases de efecto invernadero (GEI) y efectos en el
planeta

A. Gonzélez y Carlsson-Kanyama, (2007) pertenecientes al grupo de Estudios
Ambientales del Instituto de Investigaciones en Biodiversidad y Medioambiente sede
en Argentina, en su investigacion realizada establecen conceptos claros y necesarios
sobre el efecto Invernadero siendo la forma en el cual la atmdsfera que compone a la
tierra se calienta, en el cual la atmdsfera posee una delgada capa de gases que se
encuentra rodeando al planeta, importantes para el correcto desarrollo de la vida en la
tierra; manifiesta la presencia de dos gases que componen mayormente la atmdsfera,
Nitrogeno y Oxigeno con 79% y 20% respectivamente, mientras que el 1% restante lo
compone otros gases como Argon y COy; los autores en su revision bibliogréfica
detallan la presencia de tres GEI. N2O, el cual proviene de varias contribuciones de
emision como: fertilizantes sintéticos en el suelo, uso de estiércol en suelos como su
almacenamiento, el metano CHs liberado hacia la atmosfera proviene de emisiones de
la produccién agropecuaria como cultivos de arroz, manejo de estiércol y de la
fermentacidn entérica proveniente de bovinos y ovinos principalmente, de manera mas
probable como lo detalla (Moss et al., 2000) el efecto invernadero producira efectos
graves sobre el suministro de agua, que ademas con el aumento de la temperatura
provocara cambios de distribucion de zonas aridas y humedas en el mundo, alterando
de manera significativa el nimero de plagas que pueden afectar a plantas, como

enfermedades que amenazan al bienestar de animales y humanos.

(Carvajal, 2010) en su articulo de revision en Colombia, conceptualiza que el CO> es
considerado un gas de suma importancia en la valoracion del calentamiento de la tierra,
el cual su acumulacién se debe a causas naturales como al componente humano, y que
la diferencia de medicion entre los dos es dificil de establecer, pero tomando en cuenta
la tendencia por afio a la tala de bosques y quema de combustibles fosiles y de carb6n

incrementandose en la atmosfera CO-2 concluye el autor que la representacion humana



es muy importante al momento de determinar el calentamiento global; ademas el
cambio climético afecta a muchos componentes productivos como la agricultura las
cuales empeoran con el transcurso de los afios, afectando a sus rendimientos, debido a

heladas, sequias, huracanes y olas de calor.

Shibata y Terada (2010) en su articulo de revision realizada en Japdn concluyen que a
pesar de la importancia del rumiante al transformar una gama de alimentos, algunas
veces de baja calidad, y su capacidad de convertir en compuestos Utiles, es imperioso
determinar de manera mas exhaustiva y especifica estrategias mas viables y
econdémicamente rentables para la disminucion de metano CHay el incremento de la
productividad de los animales; y a pesar que existen varias investigaciones con el uso
de aditivos en los alimentos como iono6foros, levaduras y acidos como el fumarico, se
presenta una gran dificultad entre la aplicacion de experimentos in vivo y en vitro, dado
que el rumen al ser una estructura compleja, los cambios pueden ser transcendentales
entre las dos experimentaciones, ademas consideran que la evaluacion en la
disminucion del metano debe efectuarse de manera sistematica y sostenida, es decir
medir los cambios por periodos prolongados, considerar el tipo de dieta y los niveles
de suplementacién que permitan efectos maximos en la reduccién de gases de efecto
invernadero, también consideran importante los autores sobre la defaunacion del grupo
de protozoos en condiciones experimentales in vivo, que permitan arrojar datos mas

reales y sostenidos.

Pérez y Lopez (2011) en el articulo de revision en México, Oaxaca detallan varias
estrategias usadas en la mitigacion de produccion de gases como el metano, en el cual
concluyen que el optar nuevas alternativas que tienen como fin mermar GEI emitido
por los bovinos, deben ser estudiados detalladamente para considerar el uso tanto
racional y sustentable, sin dejar a un lado la inocuidad que garantice la salud humana,
también los autores consideran en su investigacion que toda estrategia debe garantizar

efectos adecuados sobre parametros productivos, que permitan producciones eficaces



con una demanda de carne y todos sus subproductos que llenen la demanda social y el
cuidado al medio ambiente.

Zlniga-Gonzéalez, Espinosa, Hernandez, y Martinez (2012) en el articulo de revision
realizada en México, detallan que el cambio climéatico no solo deriva en deterioro
ambiental , sino que afecta a otros frentes que afecta a la economia, al comercio y a la
seguridad regional y mundial, los autores determinaron que la produccién bovina en
México produce grandes cantidades de gases de efecto invernadero que son liberados
a la atmosfera, y de afectacion mundial, éstos gases provienen de la fermentacion
entérica, sino también del estiércol de los animales, lo cual deteriora la capa de ozono
que genera cambios bruscos en las producciones agropecuarias, rescatando los autores
que es imprescindible crear estrategias que mitiguen las emisiones de gases, pero que

vayan a la par de la productividad animal, siendo gentiles con el medio ambiente.

Ledn, Zamora, y Leon (2012) realizaron una investigacion en dos municipios de
Cumbal y Guachucal del departamento de Narifio, Colombia, tomando datos a partir
de 200 y 100 fincas respectivamente, cada una de las cuales fueron visitadas y
realizadas una encuesta semiestructurada, se compuso de 18 variables, las cuales fueron
llenadas de manera directa con el productor y la verificacion fisica, los investigadores
se basaron en las guias IPCC y cada uno de los procesos al cuantificar los GEI nivel 1,
ademas segun el Panel Intergubernamental de Cambio Climatico (IPCC) categorizaron
y subcategorizaron al ganado adulto bovino; ademés al momento de valorar GEI
establecieron un orden jerarquico para lo cual sistematizaron las ecuaciones propuestas
por el IPCC ubicadas en hojas de calculo, logrando la cuantificacion y analisis de los
GEI en los Municipios estudiados, los investigadores concluyeron que al realizar la
estimacion teorica de los gases de efecto invernadero con respecto al Municipio de
Guachucal emite menor cantidad de gases hacia la atmdsfera que el Cumbal, existio
una relacion directa que manifiestan los investigadores que las fincas medianas y

grandes serian las responsables de la mayor cantidad de metano, a lo cual proponen



que esas fincas deben iniciar estrategias de mitigacion con miras hacia la ganaderia

ecoldgica.

Gerber et al., (2013) representantes de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura ubicada su sede en Roma, observan que, dentro del
panorama global, la modificacion del clima esta transformando en la tierra varios
ecosistemas, con lo cual amenazan el presente y futuro generacional, determinando que
es urgente realizar varios recortes importantes en las emisiones de metano por parte del
planeta, todos estos factores debido al crecimiento poblacional, el cual alcanzara
aproximadamente a 9600 millones al 2050, lo cual al sumado el crecimiento
demogréafico y la urbanizacion de las ciudades, implica problemas al sector alimentario
y agricola debido a la disminucion de los recursos naturales como deterioro de la tierra,
contaminacion del agua, y que decir de la pérdida de la biodiversidad, FAO prevé
mediante sus investigaciones que para el 2050 aumentara la demanda de carne y leche

en un 73% y 58% respectivamente con mas desgaste para el planeta.

Sancho, Rivera, & Obando (2015) investigadores de la Direccion de Cambio Climatico
del Ministerio de Ambiente y Energia (MINAE) de Costa Rica detallan que en éste pais
se espera que las emisiones de gases de CO> crezcan de 12.7 millones de toneladas de
en 2015 a 29.6 millones de toneladas en el 2050, lo cual representa un aumento
aproximado de 132%, mientras que para el 2030 VE32, las emisiones se estiman en
20.4 millones de toneladas de CO2, que representa el 60% mas que el afio 2015 en éste
pais. Este grupo de investigadores de Costa Rica ubicaron simbdlicamente al afio 2021
como establecimiento de estrategias de mitigacion, para lo cual analizaron un grupo
compuesto de 24 opciones de mitigacion en cinco sectores principales, concluyendo
que el pais podria reducir las emisiones en 340 millones de toneladas de CO2, todo esto
dependera segun los autores, de las barreras de implementacion, como costos y la

capacidad de varios grupos como financieros y tecnologico.



Cadilhac, Torres, Calles, Vanacker, y Calderon (2017) realizado en el Ecuador a partir
del Proyecto MAE/GEF/PNUD, y en colaboracién con el Senescyt y Ministerio del
ambiente analizaron mediante red, los diferentes proyectos e investigadores con temas
relacionados con el medio ambiente, para lo cual se ayudaron de una herramienta de
recoleccion de datos, tipo encuesta efectuada en linea, para lo cual registraron en total
48 proyectos, de los cuales obtuvieron un total de 30 investigaciones, otro 17 proyectos
estaban enfocados sobre mecanismos de mitigacion, y los ultimas 8 investigaciones
revisadas por los autores trataban sobre temas de fisica del cambio climatico; entre
otros hallazgos finales detallados por los autores en el Ecuador existen investigaciones
en energias renovables y aprovechamientos de biomasa a partir de liquidos y solidos,
concluyendo los investigadores que debe mejorarse las relaciones interinstitucionales,
financiamiento, infraestructura, fortalecer capacidades humanas y principalmente de

difusion.

2.1.2. Produccion de GEI por sistemas de produccion animal y metodologias de
medicion

Primeramente se debe conceptualizar que es la metanogénesis, lo cual segin Demeyer
& Fievez (2000) en su articulo, realizado en Bélgica, lo detallan como un mecanismo
bioldgico, que proviene del metabolismo de bacterias anaerobias estrictas, de la familia
Archaea, los cuales utilizan como sustratos el metano, acetato y CO»; los autores
concluyeron en su revision que para considerar las estimaciones de emisién de gases
efecto invernadero reales en paises europeos para las diferentes categorias fisiologicas
de los animales la establecen de la siguiente manera: 6% para el ganado adulto, 3.5%
criados con dietas altas en concentrados; 6.5% para vacas lactantes europeas; 7% para
el ganado vacuno europeo en crecimiento (excepto los terneros durante los 2 0 3 meses

posteriores al destete); 7.5% para bufalos y 7% para camellos.

En su investigacion de revision los autores (Carmona et al., 2005) en Antioquia
Colombia, realizan conclusiones que sefialan finalmente que las emisiones de metano

generadas por todos los rumiantes principalmente bovinos, tienen un efecto bastante



importante si se considera hacia el impacto ambiental que representa éste gas, el cual
produce aumento de la temperatura global como dafio de la capa de ozono, otro de los
problemas palpables es la pérdida de energia del animal al transformarse los
componentes alimenticios en gran parte en GEI, proponen como muchos autores
alrededor del mundo estrategias que minimicen los efectos hacia el medio ambiente e
incremento de los parametros productivos de los animales. En el articulo revisan sobre
técnicas de medicion de metano las cuales existen en gran variedad entre las que
mencionan: espectroscopia infrarroja, espectroscopia de masa, técnicas de diodo laser
y cromatografia de gas, mediante ecuaciones de regresion de consumo de energia
digestible (ED), existen técnicas cerradas, técnicas con trazadores, ecuaciones de
prediccion y finalmente los métodos fermentativos in vitro, siendo los mas efectivos,
de bajo costo, e importantes al momento de generar resultados nutricionales y

fisioldgicos y de alta correlacion con procesos in vivo.

Las investigacion realizada por (A. Gonzalez & Carlsson-Kanyama, 2007), sobre las
emisiones de metano por parte de la fermentacion entérica provocada por bovinos en
Suecia y con el uso de ecuaciones de prediccion detallan que la produccién lechera en
Europa, el factor de emision representa el 109 kg de metano por animal y por afio
siendo 2725 kg CO2-equivalente por animal segun las tablas PICC 2006; la emision de
CH4 por Kg de leche es de 0,565 kg, mientras que por Kg de carne de faena primaria
es de 9.20 Kg; concluyendo que éstos datos representan valores importantes al
considerar la afectacion al medio ambiente, ademas de su consideracion sobre

sustentabilidad y el uso de energias renovables.

La Corporacién Brasilefia de Investigacion Agropecuaria Ministerio de Agricultura y
Ganaderia (Machado et al., 2011) mediante investigaciones sobre la emision de metano
por los rumiantes en producciones ganaderas bovinas en varios departamentos del
Brasil, entre sus varias consideraciones finales detallan que como consecuencia de los
procesos de fermentacion gastrointestinal de éstos animales, dado por sus capacidad de

obtener a partir de forraje, compuesta por paredes celulares principalmente celulosa y



en la produccién de leche y carne, los cuales son considerados como un proceso normal
del desarrollo y alimentacion humana; el estudio de la capacidad de produccién de
metano por los diferentes sistemas agropecuarios, y sus estrategias de mitigacion,
deben considerarse desde una vision global, tomando en cuenta todo el sistema de
produccion y dinamica del carbono en todos los sistema de produccién, en Brasil todas
las instituciones nacionales que se dedican a la investigacion, son los encargados
principales de llevar el inventario en los datos de emision de gases de efecto
invernadero, permitiendo que esté al alcance de otras organizaciones internacionales y
la creacion de varias soluciones sostenibles para las producciones ganaderas, siendo de
suma importancia esta conexion entre la investigacion de tipo multidisciplinaria
ademas de interinstitucional que generen estrategias adecuadas para el beneficio de la

sociedad.

En el presente estudio de revision investigativa en México por (Bonillay Lemus, 2012)
detallan el estudio en la emisidn de GEI; las emisiones de metano CH4 por el ganado
bovino en éste pais lo estimaron a través del inventario ganadero, debido a que existe
la probabilidad que diferentes especies puedan caer en mas de una categoria, la cual la
establecen segin la metodologia del Panel Gubernamental para el Cambio Climético
(IPCC), las mediciones de gases en México en el afio 2002 de metano fue de 480,409
y para el 2006 ascendi6 a 492,862; los autores detallan varias metodologias para medir
las emisiones de gases efecto invernadero entre las que se numeran las siguientes:
espectroscopia infrarroja, cromatografia de gases, espectroscopia de masa técnicas de
diodo laser, calorimetria( cdmaras cerradas, camaras abiertas y camaras de respiracion),
gases trazadores, colecta directa, método micrometereoldgico, estimadores de la
produccién de metano; los autores declaran que no existen metodologias sencillas, esto
es decir ni faciles ni de estandarizar, tanto en estudios in vivo como in vitro de
implementar (faciles de implementar y estandarizar en cualquier laboratorio) para

efectuar estudios sobre la produccion de metano in vitro o in vivo.



El investigador y sus colaboradores (J. Rodriguez et al., 2019), midieron los GEI en un
establo ganadero del Departamento de Agricultura y Ganaderia (DAG), usando la
técnica de covarianza de vortices, la cual la efectuaron en la Universidad Sonora en
Hermosillo, México; en vacas razas Holstein/Jersey, alimentadas a partir de pastos de
zacate ryegrass, con dos ordefios uno en la mafiana a las 5:30 y otra en la tarde a las
5:30 pm, en un periodo que duro de noviembre a diciembre del 2017; para lo cual los
investigadores ubicaron una torre micrometeoroldgica de 6 metros de alto, a la cual la
colocaron en el sector norte de las instalaciones del area del monitoreo; encima de ésta
colocaron un sistema GHG-2 de marca LICOR, el cual const6 de un espectroscopio de
circuito abierto (L1-7700) el cual midié el gas metano (CH4), ademés de un analizador
de gases infrarrojo de circuito cerrado (L1-7200) el cual midio biéxido de carbono
(CO2) y vapor de agua (H20), con una bomba L1-7200-101 para el analizador de gases
con infrarrojo (IRGA), acompafiados de un anemdmetro sonico CSAT3; los
instrumentos los ubicaron viendo hacia el sur (~180°) y el equipo CSAT3 fue puesto
con direccion al oeste a 140° de azimut, con lo cual procuraron los minimos disturbios
de los vientos que les redujeron la pérdida de datos; ademas el sistema de alimentacion
eléctrica de todos los instrumentos lo hicieron mediante el uso de paneles solares, con
controladores de 20 A y baterias de ciclo profundo para almacenamiento, con lo cual
aseguraron que cada una tuviera una capacidad superior a los 100 Ah, al momento de
la colecta de los datos de las variables de CH4, CO2 y H>0O las muestrearon a 10 Hz y
las almacenaron en una memoria USB de 16 Gb en el médulo LI-7550, creando
archivos cada 30 min, con 18 000 registros cada uno mientras que los datos que
almacenaron dentro del LI-7550 las colectaron periédicamente y fueron procesadas por
el software EddyPro version 6.2, el mantenimiento de los instrumentos lo realizaron de
dos a tres veces por semana; los resultados obtenidos en el flujo de metano y dioxido
de carbono, los incrementos de intervalos a 30 minutos de CO> estuvieron relacionados
a los de CHg, al menos cuando los vientos provinieron de orientacion sur y suroeste,
asociado a la ubicacion de los animales, y principalmente en la tarde y en la noche,
Ademas observaron que existen pocos valores de CO2 negativos, que pueden indicar

fijacion de carbono por fotosintesis, indicando que ambos flujos provinieron de lugares



cercanos al sitio de medicion, igualmente la relacion CO2:CH4 en el experimento
mostrd una alta correlacién, por lo que los autores definen que podria ser utilizada en
la estimacion indirecta de metano a partir de CO2; los investigadores recomiendan en
la estimacion o medicion de los flujos de gases en sistemas estabulados y semi
estabulados el modelo de footprint como evaluador de las fuentes moviles y asi
concluyeron que éste método seria ideal en las estimaciones que consideren las

limitaciones de este tipo de instalaciones al utilizar la técnica de covarianza de vortices.

2.1.3. Estrategias de mitigacion de GEI en el mundo

(Ramirez, Posada, & Noguera, 2014) en su investigacion detallan que la produccién
ruminal de metano resulta siempre en la conversion ineficiente de la energia contenida
en el alimento, lo que se resume en la menor retencion de la misma por parte de los
rumiantes, calculan que produccion de CHs en vacas lecheras se encuentra entre 40
kg/animal/afio, en Africa y Medio Oriente, y de 121 kg/ animal/afio en América del
norte, las cuales contribuyen de manera significativa al calentamiento global, lo cual
resumen que al mejorar la eficiencia digestiva mejora el desempefio animal, al tiempo

que reduce el impacto ambiental por parte de la produccién ganadera.

(Soto, 2015) mediante sus investigaciones detalla que los carbohidratos estructurales
(celulosa, hemicelulosa) son fermentados a un ritmo menor que los no estructurales
(almiddn, azucares), por ende el autor detalla que es ampliamente aceptado que las
dietas basadas en granos reducen las emisiones de metano por unidad de materia seca
consumida, en comparacion con las dietas forrajeras, y ésta razon la da por tres
motivos: a) aumento en la produccion de propionato, reduciendo el sustrato disponible
para la metanogénesis; b) disminucion del pH ruminal con la consecuente inhibicion
del crecimiento de metandgenos en el rumen; c) disminucion del ndmero de

protozoarios debido al incremento de la tasa de pasaje.

(Navarro-Villa, O Brien, Lopez, Boland, & O Kiely, 2016) mediante su investigacion

determinaron de manera general que la composicion quimica del ensilaje consumido



por el ganado puede influir en los patrones de fermentacién microbiana del rumen'y las
emisiones de metano, evaluaron el efecto del ensilaje sobre la produccion de metano
en rumen in vitro del ryegrass perenne y relacionaron las caracteristicas de
fermentacion de ensilaje a partir de ensilajes de pasto con metanogénesis de rumen in
vitro, para lo cual utilizaron tres tratamientos de acondicionamiento de forraje antes de
la cosecha y siete tratamientos con aditivos de ensilaje en un experimento de silo a
escala de laboratorio para producir una diversidad de caracteristicas de fermentacion
de ensilaje. El ensilaje redujo la produccion de CH4 en el rumen in vitro (ml/g de MS
degradada) y la fermentacion acética (p<0,05), aumentando la produccion de acido
propionico, este fendmeno pudo explicarse por la transformacion de los carbohidratos
solubles del forraje en acido lactico durante el proceso de ensilaje, lo cual favorece la

produccidn de acido propidnico en una ruta no metanogénica que consume H2.

(Zhou, Hernandez-Sanabria, & Guan, 2017) tuvieron como objetivo el comprender los
metanogenos ruminales como esenciales para la mitigacién de gases de efecto
invernadero, asi como para mejorar el rendimiento animal en la industria ganadera, ya
que se ha especulado que la diversidad ruminal metanogénica afecta de manera directa
la eficiencia de alimentacion del huésped y produce diferencias en la produccion de
CHa, para lo cual analizaron los perfiles metanogénicos en el rumen utilizando analisis
de electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante por PCR (PCR-DGGE)
independiente del cultivo, el cual se proceso en 56 bovinos de carne que diferian en la
eficiencia alimenticia, asi como en la dieta (el ganado fue alimentado con una dieta
baja en energia y una dieta de alta energia); los perfiles metanogénicos de PCR-DGGE
detectados se vieron muy afectados por la dieta, y el patron principal cambi6 de una
comunidad que contiene predominantemente Methanobrevibacter ruminantium NT7
con la dieta de baja energia a una comunidad que contiene predominantemente
Methanobrevibacter smithii, Methanobrevibacter sp. AbM4 y /0 M. ruminantium NT7
con la dieta de alta energia, la abundancia de metandgenos totales se estimd
determinando el nimero de copias de los genes 16S rRNA de metandgenos. Sin

embargo, el tamafio de la poblacién de metandgenos no se correlaciond con las



diferencias en la eficiencia alimenticia, la dieta o las mediciones metabdlicas; por lo
tanto, la estructura de la comunidad metanogénica a nivel de especie o cepa puede ser
mas importante para determinar la eficiencia de alimentacion del huésped en diferentes

condiciones dietéticas ruminales.

El investigador (Patra, 2019) en su articulo de revision bibliogréfica detalla que los
aceites esenciales de las plantas tienen propiedades antimicrobianas, lo cual es efectivo
también sobre un nimero considerable de microbios ruminales y en los Gltimos afios
los especialistas microbi6logos y nutricionistas, han puesto suma importancia en el uso
de éstas sustancias como aditivos en la alimentacion animal, que aunque han sido
utilizados en el performance ruminal en la produccién de acidos grasos volatiles,
metabolismo de las proteinas e inhibicion de la metanogénesis; muchos estudios de
éstos aceites esenciales obtenidos a partir de un sin nimero de plantas, no han sido del
todo concluyentes por lo tanto el investigador detalla que es importante valorar la dosis,
estructura quimico de los compuestos, fisiologia del animal y el tipo de dieta; por lo
cual la adaptacion de los microrganismos ruminales al efecto de los aceites esenciales
sigue siendo de poco estudio, sin muchos detalles sobre el mecanismo ruminal que
puede producir; por lo cual considera que los componentes de los AE pueden ser

considerados a futuro como excelentes aditivos en la nutricion de los rumiantes.

2.1.3.1. Inclusion de saponinas en la alimentacién de bovinos como mecanismo de
mitigacion de gases y efectos en la produccion de nitrogeno amoniacal, acidos
grasos volatiles, poblacion de protozoos y digestibilidad

Los investigadores (Abreu et al., 2003) realizaron un experimento in vitro mediante el
uso del sistema conocido como Rumen Simulation Technique (RUSITEC) en el Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) en Santander de Quilichao, Cauca,
midieron el efecto del fruto completo, del pericarpio y del extracto de saponinas
semipurificadas de Sapindus saponaria sobre la liberacion de metano ademas de la
fermentacion ruminal. Como sustrato bésico utilizaron una mezcla compuesta por 60%

de Brachiaria dictyoneura cv. Llanero y 40% de hojas de Cratylia argentea, y



observaron el efecto de la inclusion de 8% de fruto, 5% de pericarpio y finalmente el
1.2% de extracto de saponinas semipurificadas de Sapindus saponaria de pireza del
95% aproximadamente en base seca, mantuvieron el suministro diario de materia seca
de manera constante para la evaluacion de los 4 tratamientos durante 2 periodos de 10
dias cada uno, siendo 4 dias de ajuste y 6 de revision en el sistema de RUSITEC con 8
fermentadores, con dos fermentadores por tratamiento en cada periodo, los datos
alcanzados fue a partir de un disefio de bloques completos al azar, concluyendo que no
hubo efecto (p>0.05) de los tratamientos sobre la concentracion de amoniaco en el
liquido ruminal, pero el fruto y el pericarpio si disminuyeron el recuento de protozoos
ciliados en un porcentaje del 50 con respecto al control (p<0.05), mientras el contaje
de bacterias fue similar en todos los tratamientos (p>0.05). Con respecto a parametros
de digestibilidad no existio cambios en la degradacién de los nutrientes (p> 0.05),
excepto en fibra en detergente neutro que fue 9.3% menor en el tratamiento con fruto
(p<0.05). Con respecto a la liberacién de metano diaria por cada fermentador no hubo
significancia. Sin embargo, el fruto, el pericarpio y el extracto de saponinas si
disminuyeron la liberacion de metano por gramo de materia organica degradada en 9.5,
5.6, y 4.5% respectivamente (p<0.05). los autores recalcan que la reduccion
significativa de la poblacion de protozoos ciliados este confirmando que, si existe un
potencial defaunante del fruto completo y del pericarpio de Sapindus saponaria, y a
pesar que no esta sociada a una disminucion de metano, podria ser Util en otros procesos

ruminales como el uso del nitrégeno.

(Castro-Montoya, Makkar, & Becker, 2011) realizaron un método experimental
utilizaron dos saponinas obtenidas de Quillaja saponaria y Gypsophilla paniculata,
que fueron utilizadas mediante estudios in vitro, los autores plantearon la siguiente
hipotesis: los taninos y las saponinas alteran la composicion quimica de los microbios
del rumen y los pardmetros de fermentacion ruminal. Taninos purificados de
guebracho, mimosa, castafio y zumaque; y las saponinas de quillaja y gypsophilla las
incubaron con 380 mg de sustrato (heno: concentrado 70:30 p / p) durante 24 h en un

sistema de produccion de gas in vitro a concentraciones de 0.25 a 1.25 mg mL . Las



saponinas aumentaron el Nitrogeno y redujeron el contenido de azlcar de los microbios
asociados con el liquido. La proporcion de proteinas crudas a bases de purina aumento
significativamente al agregar taninos de zumaque y castafios y disminuy6 al agregar
taninos de quebracho y mimosa. Los taninos de quebracho, mimosay castafio redujeron
la produccién total de acidos grasos de cadena corta. La relacion acetato: propionato
disminuy6 para todos los aditivos. Los resultados sugieren que, in vitro dependiendo
de la fuente y la concentracion, los taninos tuvieron un efecto sobre el contenido de
nitrégeno y azlcar de los microbios asociados con el liquido, las saponinas aumentaron
el Nitrégeno y redujeron el contenido de azucar del liquido ruminal asociado
microbios, y la estimacion de la sintesis de proteinas microbianas basada en bases de
purina puede conducir a subestimaciones o sobreestimaciones en presencia de taninos
y saponinas. Los autores también concluyeron que se requieren mayor cantidad de

estudios in vivo para validar los resultados obtenidos en la investigacion.

(Jayanegara, Wina, & Takahashi, 2014) tuvieron como objetivo evaluar las emisiones
de metano ruminal a través de un enfoque meta analitico de integrar estudios
relacionados a partir de articulos publicados que describieron varios niveles de
diferentes fuentes ricas en saponina que agregaron a la alimentacién de los rumiantes.
Los autores construyeron una base de datos a partir de la literatura publicada que
informa la adicion de fuentes ricas en saponina en varios niveles y monitoreadas las
emisiones de metano ruminal in vitro; en consecuencia, tanto los niveles de adiciones
de fuentes ricas en saponina, asi como las diferentes fuentes de saponina se
especificaron en la base de datos. Evaluaron el metano y parametros de fermentacion
ruminal, digestibilidad de la materia organica, produccién de gas, pH, concentracion
de amoniaco, perfiles de acidos grasos de cadena corta y finalmente recuento de
protozoos. Un total de 23 estudios compuestos por 89 puntos de datos cumplieron con
los criterios de inclusion. Los datos que obtuvieron los autores sometieron
posteriormente a un metanalisis estadistico basado en una metodologia de modelo
mixto. En consecuencia, los diferentes estudios se trataron como efectos aleatorios,

mientras que los niveles de adiciones de fuentes ricas en saponina o diferentes fuentes



de saponina se consideraron como efectos fijos. Las estadisticas del modelo utilizadas
fueron el valor p y el error cuadratico medio. Los resultados les mostraron que la
adicion de niveles crecientes de una fuente rica en saponina disminuyo la emision de
metano por unidad de sustrato incubado, asi como por unidad de gas total producido (p
<0.05). Hubo una disminucion en la proporcion de acetato (patron lineal; p <0.001) y
un aumento en la proporcién de propionato (patrén lineal; p <0.001) con niveles
crecientes de saponina. El recuento de protozoos logaritmicos disminuyd (p <0.05) a
niveles cada vez mas altos de saponina. Comparando entre diferentes fuentes ricas en
saponina, todas las fuentes de saponina, es decir, saponinas de quillaja, té y yuca
produjeron menos metano por unidad de gas total que la de control (p <0.05). Aunque
numéricamente el orden de efectividad de las fuentes ricas en saponina para mitigar el
metano fue yuca> té> quillaja, estadisticamente no se diferenciaron entre si. Al final
concluyeron que las propiedades mitigantes de metano de las saponinas en el rumen

dependen del nivel y de la fuente.

(Sirohi, Goel, & Singh, 2014) en su estudio de revision, a partir de un ciento de
investigaciones realizadas alrededor del mundo, concluyen que al disminuir las
poblaciones de protozoos, las saponinas mejoran directamente la produccion de
propionato, la sintesis de biomasa microbiana, el flujo de nitrégeno microbiano y la
gluconeogénesis, por lo que da como resultado una mejora en el rendimiento general
todos los rumiantes, describen también que se han descubierto que las saponinas son
un agente eficaz y prometedor para la mitigacién de metano del ganado y que a pesar
de sus funciones multifuncionales, existe la necesidad de una evaluacion adicional para
dilucidar su mecanismo exacto de accion, toxicidad, efectos a niveles de genes y
relaciones dosis-actividad; ademas refieren que se necesitan estudios para determinar
los perfiles de absorcion, disposicion y farmacocinética de diferentes saponinas para
determinar con mayor precision qué tipos de saponinas ejerceran efectos
farmacoldgicos maximos in vivo y que ademas se necesita mas investigacion para
ampliar la comprensién de las modificaciones microbianas de la fraccion de saponinas

en el rumen y su transporte a diferentes 6rganos en el huésped animal.



(Galindo et al., 2016) en su investigacion determinaron el efecto de un extracto crudo
de saponinas en la poblacién microbiana ruminal y produccién de metano in vitro
utilizando como sustrato el pasto estrella (Cynodon nlemfuensis). Los tratamientos los
disefiaron de acuerdo con la cantidad de extracto de saponinas asi: 1) control, sin
saponinas, 2) 0.6 %, 3) 1.2 % y 4) 1.8 % de la MS del extracto crudo de saponina, se
utiliz6 como dieta base el pasto estrella y el extracto de saponinas se obtuvo a partir
del fruto de Sapindus saponaria y su contenido en saponinas fue de 139.5 mg,
equivalente de diogenina. mL . Los resultados obtenidos tuvieron la reduccion en la
poblacion de protozoos, independientemente del porcentaje utilizado de saponinas, al
momento de evaluar en un grupo principal de bacterias celuloliticas, mediante PCR-
RT, indico que la cantidad de Fibrobacter succinogenes no se alterd, mientras que los
valores de Ruminococcus albus fueron de 25.92; 26.72; 25.2 y 22.35 CT para los
niveles 0; 0.6; 1.2 y 1.8 %, respectivamente, en manera general el &cido acético no se
modifico por el uso de las saponinas; mientras que el propidnico disminuy6 con el 1.2%
de inclusion en la dieta, la concentracion de acido valérico fue de 0.68; 0.62; 0.52 y
0.49 mmol.L? para los niveles de 0, 0.6; 1.2 y 1.8 % de extracto de saponinas,
respectivamente. Las saponinas incrementaron la representacion de metandgenos y la

produccion de metano, la cual fue superior con 1,2 y 1.8 % de inclusion.

2.1.3.2. Uso de levaduras como Sacharomyces cerevisae en la alimentacion de
bovinos como mecanismo de mitigacion de gases y efectos en la produccién de
nitrogeno amoniacal, acidos grasos volatiles, poblacién de protozoos y
digestibilidad

(Pierce, Alibrahim, Palladino, & Whelan, 2013) mediante estudios realizados en
Irlanda, mediante supervision vy licencia experimental de todos los procedimientos del
Departamento de Salud y Nifios, y utilizaron 40 vacas lecheras multiparas fueron
seleccionadas del rebafio lechero en UCD Lyons y bloqueado por lactancia previa 305
dias de produccion de leche, paridas, y fecha de parto prevista, dentro de cada bloque,
las vacas fueron asignadas al azar a tratamientos dietéticos en un arreglo factorial 2 x

2, los animales fueron introducidos al pasto gradualmente (GP, n = 20) o abruptamente



(AP, n = 20) después del parto y se les ofrecié concentrados con (Y) o sin (C)
suplementario Yea-sacc1026 (YS) a razon de 2.5 x 10° ufc de Saccharomyces
cerevisiae, cepa 1026 (Yea-sacc1026, Alltech, KY, Estados Unidos de América). El
experimento se realizo desde dia 0 hasta 70 postparto (PP). De dia 1 a 21 PP, el grupo
GP se alojo en un establo de establos y se les ofrecio 23 kg de materia seca (MS) / dia
de un TMR que contenia MS; 27% de ensilaje de maiz, 16.5% de ensilaje de hierba,
3.5% de paja de trigo y 53% de concentrado TMR con o sin YS, la ingesta de alimento
individual durante este tiempo se facilit6 mediante canales de alimentacion
computarizados (Sistema RIC; Insentec B.V., Marknesse, Paises Bajos). De 21 a 28
PP, al grupo GP se le permitio el acceso al pasto entre el ordefio de la mafiana y la tarde
(08:00y 15:30 h) y tuvo acceso al TMR entre el ordefio de la tarde y la mafiana. Durante
este tiempo, los grupos GP se introdujeron en los concentrados de pasto a una tasa
inicial de 3.5 kg de DM / dia aumentando en 0.5 kg de DM / dia hasta el dia 28. Para
el dia 28, el grupo GP estaba pastando a tiempo completo sin TMR suplementario. A
los animales del grupo AP se les ofrecio 20 kg de DM / dia de una planta perenne a
base de hierba de centeno, mejord la produccion de acido propionico sobre acético,
ademas mejord la produccion de &cidos grasos de cadena corta, concluyendo los
autores que al mejorar la calidad de la leche producida por las vacas mejora también
nivel nutricional y de salud para los nifios del pais de Irlanda.

(Mohamed, 2016) tuvo como objetivo evaluar in vitro la capacidad fermentativa de
indculos fecales equinos sobre nueve forrajes fibrosos en presencia de Saccharomyces
cerevisiae, los forrajes fibrosos estuvieron compuestos por los siguientes: rastrojo de
maiz (Zea mays), paja de avena (Avena sativa), bagazo y hojas de cafia de azlcar
(Saccharum officinarum), hojas de pasto llanero (Andropogon gayanus), hojas de pasto
Taiwan (Pennisetum purpureum), paja de sorgo (Sorghum vulgare) y hojas de pasto
estrella (Cyinodon plectostachyus), estos sustratos se incubaron con varias dosis de S.
cerevisiae; en los siguientes tratamientos: 0 (control), 1.25, 2.5 mgy 5.0 mg /g de MS

de un producto comercial que contiene 1 x 1010 UFC/ gramo; los in6culos fecales se



obtuvieron de cuatro caballos adultos que fueron alimentados a voluntad (ad libitum)
con un concentrado comercial a base de heno de alfalfa, la experimentacion con
respecto a la produccién de gas la registraron a las 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 12h, 24hy 48 h
después de la inoculacion, ademas evaluaron la interaccion entre los alimentos y la
dosis de levadura para el pH fecal (P <0.01), la asint6tica de PG (b, ml / g MS); tasa de
PG (c, / h); retraso inicial previo ala PG (L, h), PGen4hy 48 h (P <0.01), PG a las 8
h (p <0.01), y a las 24 h (P <0.01). Diferencias en la capacidad de fermentacion fecal
entre los forrajes tropicales y templados (P <0,05) ocurrieron para el pH fecal, cy PG
durante las primeras 12 horas, asi mismo, se presentaron diferencias (P <0,05) entre los
subproductos de la agricultura y los pastos para el pH fecal, y PG a partir de 8 a 48 h.

(Hernandez, Murillo, PAmanes, Reyes, & Herrera, 2017) mediante su investigacion en
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Juarez del Estado
de Durango, México; para tal estudio ocuparon 4 animales fistulados de un peso
promedio de 700 + 100 Kg, a los cuales se los alojaron en corrales individuales de 6 x
6 m con bebederos y comederos individuales para cada uno, la dieta suplementada fue
segun la NRC 2000; los aditivos utilizados fueron: monensina, levadura y sustrato
glucogénico, a los animales los alimentaron con cuatro dietas experimentales dos veces
al diaalas 9:00 y a las 15:00 h, mientras que los rechazos fueron pesados diariamente,
el consumo de materia seca se restringié a 2.2% del peso vivo de los animales, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar el contenido del nitrdgeno amoniacal (N-
NH3), acidos grasos volatiles (AGV), pH y parametros de cinética ruminal en cuatro
novillos con un peso de 700 + 100 kg con fistulas en el rumen, el experimento conto
con cuatro dietas: forraje concentrado 30:70 (T1) con suplementacién de monensina,
levadura y sustrato glucogénico (T2, T3y T4, respectivamente). Los datos obtenidos
fueron analizados con un cuadro latino con arreglo factorial 4 x 4, los resultados
obtenidos en la suplementacion de levadura incrementaron la concentracion de
propionato y disminuyé la de acetato (P <0.05), asi mismo la adicion de levadura
incrementd el N-NH3 (P <0.05) y favorecié la degradacion de proteina ruminal,

relacionado de manera directa con el incremento de la cantidad de microrganismos



fibroliticos y mejorando la digestion ruminal. Con respecto al pH éste no fue
modificado (P >0.05). Los autores concluyen que la adicion de 10 g de levadura en

dietas de ganado para engorde mejora sustancialmente la fermentacion ruminal.

(Zhu et al., 2017) realizaron un ensayo en la Universidad de EI Comité de Cuidado
Animal de Zhejiang, la cual aprobd el uso de animales para este experimento en
(Hangzhou, China); realizaron un ensayo de alimentacion para evaluar los efectos de
cuatro niveles del producto de fermentacidn a partir de Saccharomyces cerevisiae sobre
el rendimiento de la lactancia y la fermentacion ruminal en vacas lecheras de raza
Holstein de media lactancia, las cuales fueron alimentadas con una dieta de baja
calidad. Fueron asignadas a este experimento 80 vacas lecheras de manera aleatoria a
uno de cuatro tratamientos: con una dieta basal complementada de 0, 60, 120y 180 g /
d de SCFP por cabeza mezclada con 180, 120, 60 o 0 g de harina de maiz,
respectivamente. El experimento duré 10 semanas, con 2 semanas de adaptacion;
obtuvieron de resultados que la ingesta de materia seca fue similar (P> 0.05) entre los
tratamientos, ademas hubo una tendencia creciente en la produccion de leche (lineal, P
< 0.10) a mayor suplementacion con SCFP, pero sin efectos en el contenido de los
componentes de la leche (P> 0.05); la suplementacion de SCFP aumentd linealmente
(P <0.05) la conversion de Nitrogeno, sin afectar el pH del rumen y el amoniaco-N (P>
0.05), también el nivel creciente de SCFP aumentd linealmente (P <0.05) las
concentraciones de acidos grasos volatiles totales ruminales, como el acetato,
propionato y butirato, sin diferencia en la proporcion molar de &cidos de manera
individual (P> 0.05), la poblacion de hongos y ciertas bacterias celuloliticas
(Ruminococcus albus, R. flavefaciens y Fibrobacter succinogenes) aumentaron
linealmente (P <0.05) pero las de las bacterias que utilizaron el sustrato lactato
(Selenomonas ruminantium y Megasphaera elsdenii) y las que producen lactato
(Streptococcus bovis) disminuyeron linealmente (P < 0.01) con un nivel creciente de
SCFP, finalmente los derivados de purina urinaria aumentaron linealmente (P <0.05)
en respuesta a la suplementacién con SCFP, lo que indica que la suplementacion con

SCFP puede beneficiarse para la sintesis de proteinas microbianas en el rumen.



3.1. Metodologia

CAPITULO 11l

3.1.1. Nivel o tipo de investigacion

El presente proyecto tuvo un enfoque experimental, exploratorio y descriptivo al

evaluar dietas fibrosas in vitro con la adicion de enzimas Yea-sacc, Alltech y saponinas

respectivamente, se mididé sus emisiones de gases de efecto invernadero en la

fermentacion ruminal, ademas se analizo la accion sobre la poblacion de protozoarios,

nitrégeno amoniacal y produccion de acidos grasos volatiles.

3.3.2. Operacionalizacion de variables

Variable independiente

CONCEPTUALIZACION

CATEGORIAS

INDICADORES

INDICE

Los pastos y forrajes son el
sustento principal de
alimentacion de los rumiantes,
lo cual la utilizan a partir del
componente de la pared de los
mismos los cuales estan
compuestos  por  celulosa,
hemicelulosa y lignina en
menor cantidad, a partir de las
cuales forman compuestos
ruminales  energéticos de
utilizacion por los animales
para su manutencion y
produccion céarnica como de

leche.

Panca de maiz (Zea
mays)

Maralfalfa (Pennisetum
purpureum)

50%

50%

Gramos




Variable dependiente

varias sustancias o aditivos
en la produccion de gas

metano como de otros gases
de efecto invernadero,

comportamiento microbiano
ruminal, produccion de

nitrégeno y acidos grasos
volatiles, siendo muy
importantes en el
desempefio productivo
animal.

CONCEPTUALIZACION | CATEGORIAS | INDICADORES INDICE
Los estudios in vitro dan Cantidad de
informacidn sobre el Digestibilidad R % de MS digerida
. - forraje digerido
mecanismo de accion de de MS

Acidos grasos
Volatiles

Miligramos/litro
de AGV

Miligramos /litro

Produccioén de

Mililitros de gas

g/kg de MS

gas In vitro producido fermentable
Poblacion de
Protozoarios del Cantidad de
rumen Protozoarios Log (10)
Nitrogeno | Mililitros/decilitro mi/dl
amoniacal de AGV

3.3.3. Recoleccion de informacion

3.3.3.1. Ubicacién del ensayo

La presente investigacion se realizd en la Facultad de Ciencias Agropecuarias, de la

Universidad Técnica de Ambato, ubicada en el Cantén Cevallos, Provincia de

Tungurahua, a 20 Km al sur de Ambato con una altitud de 2850 m.s.n.m. cuyas

coordenadas geograficas son: 01° 22" 0.2” de latitud Sur y 78° 36" 22 de longitud

Oeste.

3.3.3.2. Caracterizacion del lugar

Segun la Estacion Meteorologica de primer orden ubicada en la Granja Experimental

Docente Querochaca, perteneciente a la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la

Universidad Técnica de Ambato, los datos meteorolégicos de los afios 2005 al 2009,




da a conocer que esta zona es templada, con temperatura media de 12,5°C, y
precipitacion anual de 600 mm, humedad relativa de 77% y velocidad de viento de 4,2

m/s.

La investigacion in vitro se realizo en el Laboratorio de Quimica y la investigacion in

situ en el establo, donde se tomé las muestras a partir de los bovinos canulados.

3.3.3.3. Animales

Para el estudio in vitro se utilizo seis toros con un peso promedio de peso de 380+22.2
kg, los cuales estaban provistos de una canula ruminal (cuatro pulgadas de diametro
interno, Bar Diamond, Parma, Idaho, EEUU), los bovinos se encontraron alojados de
corrales de manera individual y se los aliment6 con una dieta a base de una mezcla
forrajera de 50% de pasto maralfalfa (Pennisetum purpureum) mas 50% de paca de
maiz (Zea mays) y se les proporciond agua a voluntad, cada dieta de los tratamientos
fue preparada con anterioridad, se obtuvo liquido ruminal a partir de los 6 toros
canulados, las muestras fueron tomadas en la mafiana, los animales en ayunas, la
extraccion del liquido se lo obtuvo de manera manual, obteniéndose un total de 3 litros
(0.5 L por animal) fueron tomadas a partir del rumen y se ubico6 en un recipiente estéril,
el cual contenia fundas de agua caliente (38 °C) simulando la temperatura del rumen, e
inmediatamente fue llevado al laboratorio de la Facultad de Ciencias Agropecuarias el
mismo que fue licuado y tamizado y ubicados en los frascos de cada tratamiento, se
elaboro saliva artificial a base de una solucion de macrominerales el cual llevd las
siguientes sustancias: 7.56 g de fosfato de sodio di-basico, 4.96 mono-basico de fosfato
de potasio, 0.48 g de sulfato de magnesio en 800 ml de solucidn total, a lo cual se
adiciond solucion reductora en una cantidad de 160 ml, finalmente cada frasco fue
llenado con 18 ml de liquido ruminal y 42 ml de saliva artificial, previamente
adicionado el porcentaje de cada tratamiento de saponinas y Yea-sacc, Alltech,

correspondientes por tratamiento.



3.3.3.4. Disefio experimental
Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA) con cuatro tratamientos y seis

repeticiones.

3.3.3.5. Analisis estadistico

Se establecid un disefio completamente al azar, de 4 tratamientos y 6 repeticiones, las
variables se analizaron a través de un analisis de varianza en el programa PROC GLM
del SAS y para la comparacion de medias se realizé la prueba de Tukey al 5 %.

3.3.3.6. Factores en estudio
T1: Dieta base (50% de pasto maralfalfa (Pennisetum purpureum) +50% de panca de

maiz (Zea mays)

T2: Dieta base +3 gramos saponina

T3: Dieta base +3 gramos Yea-sacc, Alltech, (Enzima)

T4: Dieta base +3 gramos saponinas + 3 gramos Yea-sacc, Alltech, (Enzima)

3.1.2. Gas, metano, COg, digestibilidad y protozoos

Todas la pruebas se las realizd in vitro, para lo cual se procedié a obtener del rumen de
los animales canulados tanto la fraccion liquida como la sélida, lo cual se lo hizo por
separado de cada animal, el contenido ruminal tomado fue de 1000 ml por muestra
tomada, y se la recolect6 antes de proporcionarles el alimento y se las mantuvo a una
temperatura de 39 °C en un recipiente de plastico sellado durante el transporte al
laboratorio; las muestras se las analizé dentro de un tiempo no mayor a los 60 minutos
de haber recolectado (Barros-Rodriguez et al., 2017), en un medio rico en nitrogeno
manifestado por (Menke, 1988). La produccion de gas se determind segun la
metodologia descrita por (Theodorou, Williams, Dhanoa, McAllan, & France, 1994);
de manera pronta se tom6 0.5 g de MS de cada uno de los tratamientos y se ubico en
botellas de vidrio de100 ml de capacidad nominal, y se afiadié 60ml de in6culo ruminal
de la siguiente manera: (70:30 medio/in6culo ruminal) mediante un flujo constante de

COo, e sellaron las botellas inmediatamente y se las incub6 a 39-40 °C, mientras que



la variable de presion de gas y el volumen se lo hizo manualmente a las 3, 6, 9, 12, 24,
36, 48, 72 y 96h, posterior al proceso de incubacion con la ayuda jeringas plasticas y
un transductor de presion DELTA OHM modelo DO 9704 (Padova, Italia), para cada
tratamiento se utilizo seis botellas las cuales representaron las repeticiones por cada
uno de los tiempos de incubacion y ademas de cuatro botellas adicionales utilizadas
como blanco (Barros-Rodriguez et al., 2017). La produccion de CH4 y CO: se
cuantifico con un analizador de deteccion de GAS, modelo GX-6000 (Reino Unido);
para cada temperatura de secado (tratamientos), se utilizé 6 botellas en las que el
inéculo preparado por cada toro (n = 6) fueron considerados como la repeticion y
ademas se utilizé tres botellas adicionales por cada animal canulado (indculo) los
cuales fueron utilizados como blancos (Buenafio-Sanchez et al., 2019); al final de las
96 h de la incubacion los datos se los ajusté a la ecuacion monobasica mLgas = GV (1
+ (B / t)C) —1 descrito por (Groot, Cone, Williams, Debersaques, & Lantinga, 1996).
Al final de la incubacion, la digestibilidad in vitro (MS fermentable, materia seca [MS])
se la estimd mediante el filtrado de los residuos y se corrigié con la MS residual de los
frascos utilizados como blancos, se estimo la produccidn total de gas, metano (CH4) y
CO2 por 0.5 g de materia seca (MS) fermentable, asi como la digestibilidad aparente
de materia seca (MS) (Barros-Rodriguez et al., 2017). Para el proceso metodoldgico de
cuantificacion de protozoos se utilizaron seis botellas adicionales por cada tiempo de
incubacion (6, 12 y 24 h), para determinar la poblacion de protozoarios del rumen tanto
antes como después de exponerlos a las dietas fibrosas, al término de cada periodo de
incubacidn se retird de cada botella 1 ml, para lo cual los protozoarios se conservaron
con una gota de formol y se mantuvo a 4 °C hasta cuantificarlos utilizando un
microscopio oOptico (x40) y con la ayuda de una camara Fucsh-Rosenthal (Barros-
Rodriguez et al., 2017), los protozoarios se tifieron con una solucién de verde de metilo

formamida segun la metodologia descrita por (Ogimoto & Imai, 1981).



3.1.3. Nitrégeno amoniacal (NH3-N) y &cidos grasos volatiles (AGVs)

Bajo el mismo procedimiento mencionado anteriormente para la produccion y
digestibilidad de gas, se prepararon 24 botellas de vidrio por cada tratamiento y por
cada tiempo (6, 12 y 24 h post incubacion). EI NH3-N y los AGVs se determinaron
solo a partir de las 6 horas posteriores a la incubacion, para lo cual se filtraron 10 ml
de contenido ruminal de cada botella (tratamiento y repeticion) a través de una gasa y
se mezclaron con 10 ml de HCL al 5% en una botella, luego se almacenaron a 4 ° C,
hasta un analisis posterior de NH3-N, bajo en el mismo procedimiento, se mezclaron
10 ml de fluido ruminal con 2.5 ml de &cido metafosférico al 25% en un matraz y se
almacenaron a 4 ° C hasta un anélisis adicional de AGVs (Barros-Rodriguez et al.,
2017).



CAPITULO IV

4.1. Resultados

Tabla 1. Digestibilidad in vitro de MS y poblacion de protozoos en el rumen

T1 T2 T3 T4 EEM Valor P

DIVMS 58.9a 61.12 61.22 59.12 1.99 0.7684

Protozoos (horas) logio

6H 2.8a 2.92 2.92 2.7 0.08 0.3700
6E 3.9a 3.82 3.92 3.82 0.03 0.2080
12 H 3.1a 2.92 2.72 2.82 0.13 0.2101
12 E 3.3a 3.73 3.62 3.7¢2 0.12 0.0955
24H 2.8a 2.72 2.62 2.7 0.11 0.6674
24 E 3.4a 2.9b 3.42 3.42 0.07 0.0001

abc Medias con letras distintas entre columnas difieren significativamente (P<0.05).

DIVMS: digestibilidad in vitro de materia seca, H: Holotricos, E: Entodiniomorfos

El resultado de Digestibilidad in vitro de MS no mostro diferencias entre tratamientos
(P=0.7684) mientras que la poblacion de protozoarios en el rumen evaluada a las
diferentes horas de fermentacién, no mostraron diferencias (P>0.05), excepto los
protozoos Entodiniomorfos a la hora 24 (P=0.0001), la disminucion in vitro de ésta
poblacién de protozoarios observado a las 24 horas en el T2, se cree es por la adicion
de saponinas al 3%, lo cual influy6 de manera directa de éstos compuestos secundarios
adicionados a la dieta base (Nana, Hilou, Millogo, & Nacoulma, 2012), las saponinas

mantienen un efecto defaunante en el rumen, debido a su afinidad hacia el colesterol



de la membrana celular de los protozoos provocando su ruptura y lisis (Jayanegara,
Leiber, & Kreuzer, 2012); éstos resultados son comparativos y muy similares con
estudios realizados por (N. Gonzélez, Galindo, Aldana, Moreira, & Sarduy, 2011), en
el cual la afectacidn sobre los protozoos entodiniomorfos influyé de manera directa en
la formacion de gas metano, ademas existio una semejanza con el autor (Barros-
Rodriguez et al., 2015) el cual obtuvo resultados muy cercanos, a las 48 horas sobre la
defaunacion de éste grupo, al 20% y 40% de adicion de forraje con altos contenidos de
saponinas, a diferencia de la presente investigacion que se logro a las 24 horas al 3%
de adicion de saponinas comerciales a la dieta base, finalmente la investigacion
realizada por (Monforte-Bricefio, Sandoval-Castro, Ramirez-Avilés, & Capetillo Leal,
2005) mostré efectos defaunantes sobre los Entodiniomorfos a partir de las 48 horas, a
pesar que en la presente investigacion mostré diferencia significativa a las 24 horas, en

el mismo grupo protozoarico con la adicion de saponinas a la dieta.



Tabla 2. Cinética de produccion de Gas, Metano, Di6xido de carbono, Acidos grasos volatiles y Nitrogeno amoniacal

T1

T2

T3

T4

EEM

Valor

P

Parametros de

produccién de GAS

Gas

421.9ab

395.5b

430.8a

431.5a

7.68

0.0111

41.1ab

37.2b

47.523

41.2ab

2.21

0.0290

0.92

0.92

0.8b

0.8b

0.01

0.0001

Parametros de

producciéon de CH.

CH4

179.12

166.12

161.82

172.12

7.02

0.3592

37.42

32.2b

32.4b

28.5b

1.16

0.0004 0.1411

22.43

20.12

21.423

23.12

0.09

Parametros de

produccién de CO,

CO;

156.7a

128.4b

140.7ab

151.8ab

6.18

0.0196

47.22

34.8b

41.9ab

39.7ab

2.50

0.0185

C

11.0a

12.52

11.32

11.22

0.03

0.0645

Acidos Grasos Volatiles

(% de mmol/mol)

C2

65.4a

64.2a

64.8a

65.2a

3.31

0.0639

Cc3

21.6

22.9

22.1

214

2.04

0.0793

abc Medias con letras distintas entre columnas difieren significativamente (P<0.05). C2: acido acético, C3: Acido

Cc4

13.0

12.9

13.1

13.4

1.23

0.1021

NH;s-
N,
mg/dL
24.2b
28.32
26.72
27.0a

0.47

0.0003



propidnico, C4: acido butirico

La produccion de gas fue menor (P=0.0111) en el tratamiento T2 con 37.2 mL de gas/0.5g MS fermentable con respecto al
tratamiento de mayor produccion de gas. La asintota (b) de produccidon de gas fue mayor (P=0.0290) en el T3y la tasa de produccion
de gas en % h (c) fue mayor (P=0.0001) en los tratamientos T1y T2 (0.9 y 0.9 % respectivamente). La produccion de metano no
mostrd diferencias entre los tratamientos evaluados (P=0.3592). sin embargo, la produccion de CO2 fue menor (P=0.0196) en el
T2. Con respecto a los &cidos grasos volatiles no se observo diferencias entre los tratamientos. No obstante, en nitrégeno amoniacal
fue mayor (P>0.05) en los tratamientos T2, T3y T4 (Tabla 2). La menor produccidén de gas in vitro en la investigacion fue el T2

con un valor de 37.2 mL de gas/0.5 g MS con el 3% de saponina, el cual es muy consistente con los resultados de



(Wei-Lian, Jian-Xin, Jun-An, Yue-Min, & Yan-Qiu, 2005) el cual fue de 47.3 mL de
gas/0.5 g MS con la adicién de extracto de saponina de té en incubacién a 24 horas a
una dosis de 8mg, de igual manera los resultados de la presente investigacién en la
disminucion de produccién de gas total in vitro, fue similar a los datos obtenidos por
(Barros-Rodriguez et al., 2014) en el cual la produccion de gas mermd en los
tratamiento T2, T3y T4, el cual estuvo relacionado de manera directa con el incremento
porcentual de Leucaena en la dieta de ovejas, éste forraje posee altos contenidos de
metabolitos secundarios como taninos y saponinas, los cuales afectan de manera directa
a la metanogénesis ruminal (Verdecia et al., 2012), el estudio realizado en
fermentadores semicontinuos RUSITEC (Belanche, Pinloche, Preskett, & Newbold,
2016) demuestran de la misma manera que los datos obtenidos en la disminucion de
gas total en la presenta investigacion compartieron resultados, el cual al adicionar
saponinas a la dieta afectaron la produccidon de gas total. Con respecto a la produccion
de CO el T2 fue el mejor tratamiento con un valor de 128.4 mL de gas/0.5 g MS con
la adicion del 3% de saponinas, en el cual la condicidn de disminucion fue similar a la
obtenida por (Avila-Serrano, Lépez-Garrido, Galicia-Jiménez, Gonzéalez-Crespo, &
Camacho-Escobar, 2020) en la cual la reduccidn se dio por la inclusion del 45% de L.
leucocephala; con respecto al nitrdgeno amoniacal existio una convergencia con
respecto a la investigacion realizada por (Jayanegara et al., 2014), debido a que los
resultados obtenidos no afectaron a la produccion de nitrégeno amoniacal en los
tratamientos T2 (adicion de saponinas), T3 (adicion de Sacharomyces) y T4 (mixto:
saponinas y Sacharomyces), los cuales se elevaron en relacién al tratamiento control,
lo cual se explica que los tratamientos mejoraron la utilizacion de nitrégeno por parte
de la microbiota ruminal, disminuyendo la formacion de hidrégeno, que produce la
liberacion de metano (Gutierrez & Davis, 1959), no obstante (Wina, Muetzel, &
Becker, 2006), los resultados se ajustan a los obtenidos, ya que la microbiota fue
eficiente en la formacion del NH3-N, mejorando la productividad del animal;
finalmente el autor (Hui-Ling, Hua-Long, Wang, Liu, & Yoon, 2013) obtuvo
resultados similares, generando formacion de nitrégeno, disminuyendo la formacion

de iones hidrogeno, lo cual se resume en baja en la produccion de metano con la adicion



de probioticos; los datos obtenidos por (Ahmed et al., 2015) presentaron diferencias
significativas entre tratamientos por el uso de Sacharomyces sobre la produccién de

NH3-N, generando un mejor comportamiento productivo animal.



CAPITULO V
5.1 Conclusiones
Bajo las condiciones in vitro de este estudio de la mezcla forrajera de 50% de
pasto maralfalfa (Pennisetum purpureum) mas 50% de panca de maiz (Zea mays)
como dieta base, y la adicion de saponinas y Saccharomyces cerevisiae no tuvo
efectos sobre la digestibilidad de materia seca, protozoarios del tipo Holotricos y
Entodiniomorfos, existié una disminucién de la produccion de gas total y COs,
mas no redujo las emisiones de CHg, la produccion de acidos grasos volatiles no
se vio favorecida por ningunos de los tratamientos, finalmente la produccion de
NHs-N fue efectiva en los T2, T3y T4, mejorando la captacion de nitrogeno por parte de
la bacterias, siendo una condicién muy importante en el performance productivo de los
bovinos, se concluye que el T2 fue el de mejor comportamiento, al reducir los gases

totales y CO-, ademas de incrementar la formacion de NH3-N

5.2. Recomendaciones
e Realizar investigaciones de la mezcla forrajera utilizada de pasto mar alfalfa y
panca de maiz, en diferentes edades de la planta, época del afio y evaluar de esta

manera la cinética ruminal.
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